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Conjugu€ constitue d'une adhesine de paroi de Streptococcus mutans, de nature prdteique et d'un 
I polysaccharide de Streptococcus mutans, sa preparation et son utilisation notamment dans des 
vaccirts anti-caries. ■ 



Q. 

LU 



© Le conjugue sefon ('invention est constitue d'une 
adhesine de paroi de Streptococcus mutans. de na- 
ture proterque, capable de iier ies composants de la 
saiive, ou d'une fraction active d'une teiie proteine, 
couplee de fagon covalente a un polysaccharide de 
Streptococcus mutans . ■ ou a une fraction d'un tel 
polysaccharide. 



De preference. Padhesine est constitute d'une 
chathe simple polypeptidique ayant un poids 
molScuIaire de 74 000 environ; elles est commune 
aux differents* serotypes de Streptococcus mutans 
ou elle presente une antigenicity croisee ; et elle est 
capable d'interagir avec Ies glycoproteines salivaires 
et le polysaccharide provient du meme serotype de 
mutans . notamment I serotype f. 
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Application a la preparation de compositions im- 
munogenes, notamment a la preparation de vaccins 
contre (a carie dentaire. 
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Conjugue constitue d'une adhesine de paroi de S. mutans, de nature proteique et d'un polysaccharide 
de S. mutans, sa preparation et son utilisation notamment dans des vaccins anti-cartes. 



L'invention concerne un produit obtenu par liai- 
son convaiente d'une proteine avec un polysaccha- 
ride, sa preparation et son utilisation. 

Plus precisement, ('invention a pour objet un 
produit dans lequel une adhesine de paroi de 
Streptococcus mutans. de nature proteique, ou une 
fraction d'une telle proteine, est liee de fagon cova- 
lente a un polysaccharide de Streptococcus mu- 
tans, ou a une fraction d'un tel polysaccharide, un 
procede pour sa preparation et son utilisation 
comme antigene, notamment dans des vaccins 
contra les caries dentaires. 

Streotoccus mutans est considere a I'heure 
actuelle comme etant la principale bacterie respon- 
sabie de la maladie carieuse chez PHomme et 
chez PAnimal. Cette espece-bacterienne est formee 
de 8 serotypes differents portant les references a a 
h. 

Au cours des dernieres annes, de nombreuses 
experiences d'immunisation, utilisant comme 
antigene cette bacterie, ont montrS la possibilite 
d'obtenir une protection contre les lesions carieu- 
ses, au moyen d'un tel antigene. Toutefois PutiH- 
sation de cette bacterie complete semble conduire 
a des reactions croisees indesirables avec d'autres 
tissus tels que le tissu cardiaque, c'est pourquoi 
les travaux actuels sont principalement orientes 
vers la recherche d'antigenes simples, derives de 
cette bacterie, et possedant le meme protecteur. 

Les caracteristiques principales du Streptococ- 
cus mutans sont de pouvoir adherer a la pellicule 
exogene acquise formee a la surface de la dent 
principalement par des glycoproteines salivaires 
adsorbees, et ceci par Pintermediaire d'adhesines 
de paroi de nature proteique ou polysaccharidique, 
et de synthetiser, grace a des enzymes, les gluco- 
syltransferases (GTF), des dextranes qui assurent 
la cohesion des bacteries au niveau de la plaque 
dentaire. 

La possibilite d'inhiber la fixation et Pagregation 
du Streotoccus mutans sur la dent a ete etudiee 
par de nombreux auteurs au cours d'experiences 
d'immunisation utilisant les GTF comme antigenes. 
Toutefois les resultats obtenus ne permettent pas 
de conciure a PefficacitS d'un tef antigene, peut- 
etre en raison du tres grand polymorphisme des 
GTF de Streotoccus mutans . 

En revanche, Puti'Iisation de certaines proteines 
purifiees a partir des surnageants de Streptococ- 
cus mutans. c'est-a-dire excretes par cette 
"bacterie, dont le role biologique n'est pas connu, 
ont donne lieu a des resultats encourageants au 
cours d'experiences d'immunisations animates. 



Une autre possibilite d'agir sur la colonisation 
des surfaces dentaires serait de bloquer 
Padherence de Streotoccus mutans en induisant la 
synthese d'anticorps contre ies adhesines de paroi 
s capabies d'interagir avec les glycoproteines salivai- 
res. 

Cette solution a deja et£ envisagee mais n'a 
pas, jusqu'a present, conduit a des resultats satis- 
faisants. Ainsi il a ete observe que les polysaccha- 
ro rides des differents serotypes, bien qu'intervenant 
dans le processus d'adherence, sont pratiquement 
incapables d'induire des reponses immunitaires du- 
rables. 

Certains auteurs ont en outre propose d'utiliser 

is comme antigenes des adhesines de paroi de na- 
ture proteique; il en est ainsi par exemple dans la 
demande de brevet EP 116 472. Des resultats plus 
encourageants ont ete ainsi obtenus. 

L'invention a pour but de mettre au point un 

20 produit comprenant une adhesine de paroi de 
Streptococcus mutans , de nature proteique, capa- 
ble d'induire des reponses immunitaires plus fortes 
et/ou plus durables que cedes qui sont induites par 
I'adhesine elle-meme. 

25 Ce but a ete atteint selon l'invention qui a 
notamment pour objet un conjuguS constitue d'une 
adhesine de paroi de Streptococcus mutans de 
nature proteique, capable de Her les composants 
de la salive, ou d'une fraction active d'une telle 

30 proline, coupISe de fagon covalente a un polysac- 
charide de Streptococcus mutans. ou a une frac- 
tion d'un tel polysaccharide. 

La liaison covalente est effectu£e selon des 
mithodes connues en soi, utilisables en biologie et 

35 compatibles avec la structure de la proteine d'une 
part et du polysaccharide d'autre part Elle peut 
notamment etre effectuee par Pintermediaire d'un 
"bras" introduit de maniere connue en soi et fai- 
sant intervenir des reactifs bifonctionnels tels que 

40 les carbodiimides par exemple. 

Toutefois, le "bras" insere dans la structure du 
produit pouvant eventuellement conduire a la for- 
mation d'anticorps specifiques indesirables, il peut 
etre preferable de ne pas y avoir recours pour 

45 etabiir la liaison covalente. 

Selon un mode prefere de realisation, la liaison 
covalente est effectuee par oxydation menagee du 
polysaccharide, notamment par le periodate de so- 
dium, suivie d'un couplage avec la proline par 

so animation riductrice en presence d borohydrur 
de sodium. 
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L'adhesine de paroi de nature proteique qui est 
contenue dans I'extrait de paroi cellulaire des 
bacteries (cell Wall E xtracted Antigen: WEA) peut 
etre obtenue selon toute methode decrite dans la 
litterature, en particulier selon la methode de M. 
SchoIIer et coll. decrite dans Infect.lmmun.31 , 52- 
60 (1981) ou par analogie a cette methode, par 
exemple comme decrit par J. A. Ogier et colL dans 
Infect fmmun. 45(1), 107*112 (1984). 

II peut etre egalement avantageux de n r utiliser 
qu'une fraction d'une telle adhesine, c'est-a-dire 
une fraction capable de lier les composants de la 
salive et d'Induire des ant'corps, obtenue par frac- 
tionnement d'une adhesine preparee comme indi- 
que plus haut, par synthese chimique ou encore 
par genie genetique. 

Le polysaccharide de Streptococcus mutans 
peut etre obtenu notamment selon la methode de 
S. Hamada et colL decrite dans Moiec. Immunol. 
20, 453 (1983). 

II peut etre egalement avantageux de n'utiliser 
qu'une fraction active d'un tel polysaccharide, c T est 
-a-dire une fraction capable notamment de lier les 
composants de la salive. 

L'adhesine de paroi de nature proteique, ou sa 
fraction, utiffsee provient de preference du meme 
serotype que le polysaccharide ou la fraction de 
polysaccharide utilisee. Toutefois, compte tenu de 
rantigenicite croisee observe© avec la plupart des 
adhesines de nature proteique, il est egalement 
possible de combiner une adhesine et un polysac- 
charide provenant de serotypes differents, ou des 
fractions de ceux-cL 

Le conjugue ansl obtenu, notamment lorsqu'il 
est administre par vote orale a des animaux, en 
particulier en association avec des liposomes, con- 
duit a des reponses en IgA dans la salive et le 
serum sup^rieures a celles obtenues avec la 
proteine non coupiee. II est rappele a ce propos 
que les IgA sont des immunoglobulines capables 
de proteger contre les caries derrtaires [voir M. A. 
Taubman et coll. dans J. Dent Res. 60, 634 
(1981)]. 

Le conjugue sefon l'invention est en outre ca- 
pable d'induire une reponse locale et systemique 
en IgA dirigee contre le polysaccharide utilisd afors 
que le meme polysaccharide, administre dans les 
memes conditions, notamment en association avec 
des liposomes, est incapable d'induire une quel- 
conque reponse en IgA. 

Ceci est d'autant plus surprenant qu'il avait ete 
montre, de fagon generale, que la conjugaison de 
differemts polysaccharides bacteriens avec des 
protein s, s Ion drfferentes methodes, augmentait 
leur immunogenicrte en induisant une reponse en 
IgG anti-polysaccharides [voir par exemple E. C. 



Beuvery et coll., Infect lmmun.40, 39 (1983) et 0. 
Makela et coll., Scand. J. Immunol, 19, 541 (1984)- 
], alors qu f avec le conjugue selon ['invention la 
reponse en IgG est faible. 

5 Enfin, le conjugue selon rinvention confere, 
tout comme son constituant proteique, une 
"memoire immunofogique", alors que ie polysac- 
charide seul est denue de cette propriete. 

Compte tenu de I'ensemble de ses proprietes, 

70 le conjugue selon l'invention peut etre utilise dans 
diverses applications en tant qu'antigene, et en 
particulier en tant que compose a activite immu- 
niogene. De plus, et surtout il peut etre utilise, seul 
ou en melange avec d'autres antigenes du meme 

rs type ou avec des adhesines de paroi de Strepto- 
coccus mutans. notamment de nature proteique, 
dans des vaccins contre la carie dentaire. 

Compte tenu des differents serotypes de 
Streptococcus mutans existants, il peut etre avan- 

20 tageux d'utiliser ensemble differents conjugues 
dans lesqueis au moins les adhesines de paroi de 
nature proteique proviennent de serotypes 
differents de Streptococcus mutans . 

Selon un mode avantageux de realisation, Ie 

25 conjugui selon l'invention comprend une adhesine 
de paroi de nature proteique, nouvelfement isolee, 
appelee dans ce qui suit 74K SR(SR - Saliva 
Receptor recepteur de fa salive), qui est ca- 
racterisee en ce que : 

30 

-elle est constitute d'une chalhe simple polypepti- 
dique ayant un poids moleculaire de 74 000 en- 
viron; 

•35 -elle est commune aux differents serotypes de 
Streptococcus mutansou elle presente une 
antigenicity croisee ; et 

-elle est capable d'interagir avec les glycoproteines 

40 salivaires. 

Cette proteine peut etre preparee a partir d'une 
souche de S. mutans de serotype f, d T origine hu- 
maine, par extraction des antigenes bruts assodes 
k la paroi cellulaire des bacteries, au moyen de 

45 tampon phosphate 0,5 M, pH 6,0 et purification par 
chromatographic d'immunoaffinite au moyen d'un 
anticorps monoclonal dirig§ contre les proteines 
interagissant ayec les glycoproteines salivaires, en 
presence d'un detergent non ionique et de 

so dodecylsulphate de sodium, avec eiution par du 
tampon NcCI ou glycine/HCI. 

Les details de cette preparation seront donnes 
dans les exemples qui suivent 

55 
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L'antigene 74K SR, de nature proteique, est un 
produit nouveau capable a lui seui d'induire une 
reponse locale et systemique en IgA et de conferer 
une "memoire immunologique". II peut done etre 
utilise comme principe actif dans des compositions 
a activite immunogene, en particulier dans des 
vaccins contre la carie dentaire. 

Toutefois r comme il a ete indique plus haut en 
ce qui concerne de fagon generaie !es adhesines 
de paroi de S. mutans de nature proteique, le 
coupiage de Pantigene 74K SR avec un polysac- 
charide de S. mutans permet d'obtenir un conjugue 
ayant des proprietes superieures. 

Le polysaccharide utilise provient avantageuse- 
ment de la meme souche de S. mutans serotype f 
que Pantigene 74K SR. C& polysaccharide, qui est 
prepare par exemple selon la methode de Hamada 
et coll. indiquee plus haut, est appsle dans ce qui 
suit "poly f 

Selon un mode de realisation prefere, le conju- 
gue selon ('invention est constitue de l'antigene 
74K SR lie de faQon covalente, par amination 
reductrice, au poly f, apres oxydation menagee de 
celui-cL 

Quels que soient sa composition et son mode 
d'obtention, le conjugue selon ('invention peut etre 
utilise comme antigene, par exemple dans des 
procedes de separation d'anticorps ou des dosa- 
ges. 

II peut en outre etre avantageusement utilise 
dans des preparations a activite immunologique, 
notamment pour la prevention des caries dentaires, 
telles que par exemple des pates dentifrice, des 
chewing-gums etc.. 

Enfin et surtout, il peut etre utilise comme 
principe actif dans un vaccin contre la carie dentai- 
re. 

Bien que differentes voies duplication du vac- 
cin telles qu'un traitement local ou Pinjection puis- 
sent etre envisages, il apparatt tout h fait souhai- 
table que le vaccin se presente sous forme d'une 
preparation pharmaceutique destinee a Padminis- 
tratton par la voie orale. II est en particulier souhai- 
table que cette forme pharmaceutique soit telle 
qu'elle permette au conjugue d'exercer son action 
au niveau des plaques de Peyer et des ganglions 
mesenteriques. 

Pour ce faire, on peut avantageusement as- 
socier le conjugue selon Pinvention, ou un melange 
de conjugues de ce type, eventuellement en 
presence d'autres antigenes, avec un adjuvant tel 
que notamment le muramyldipeptide (MDP) ou des 
liposomes, selon des techniques connues. 

Les formes pharmaceutiques utilisees peuvent 
comporter differents excipients usuels, notamment 
a effet retard. 



A titre indtcatif, une dose de vaccin administra- 
ble a PHomme peut contenir de 1 a 100 mg du 
conjugue selon ['invention. 

Des essais sur Panimal ont montre qu'aux do- 
5 ses efficaces, le conjugue selon ('invention ne 
presente pas de toxicite. 

il semble qu'une protection plus efficace est 
obtenue si la vaccination est suivie de plusieurs 
rappels, par exemple trois. a des intervalles de 
io quelques mois. 

L'invention sera mieux comprise a Paide des 
exemples d£tailles et de la description d'essais 
pharmacologiques qui suivent. 

rs Exemple 1 



Preparation de Pantigene 74K SR 

20 Streptococcus mutans OMZ 175 (serotype f), 

dont la preparation est decrite par B. Guggenheim, 
dans Caries Res. 2, 147-163 (1968) est cuitive en 
milieu liquide (bouillon coeur-cervelle commercia- 
lise sous la denomination "Brain-Heart Infusion 

25 Broth" de la Societe Difco Laboratories, Detroit 
E.U.A.). Les cellules sont recoltees au bout de 12 
heures de culture a 37° C, lavees et extraites avec 
du tampon phosphate 0.5M, pH 6,0 selon la 
methode decrite par M. Scholler et coll. dans In- 

30 feet. Immun. 31, 52-60 (1981). L'extrait bacterien 
dans le tampon phosphate est ensuite dialyse se- 
lon des methodes usuelles et utilise pour la 
separation de Pantigfene 74K SR. 

Cette purification est reaiisee grace a une ch- 

35 romatographie d'immunoaffinite sur colonne de gel 
d'agarose commercialise sous la denomination Se- 
pharose CL 4B (Pharmacia, Uppsala, Suede) active 
au bromure de cyanogene et coup!6 avec un anti- 
corps monoclonal dirige contre les proteines intera- 

40 gissant avec les glycoproteines salivaires (soit 8 a 
10 mg d'anticorps/ml de gel) dont la preparation 
est indiquee plus loin. La colonne est equilibree 
avec du Tris/HCI 0,01 M (pH 7,2)/NaCI 0,1 5M - 
(tampon TS). 

45 L'extrait d'antigenes extraits de la paroi cellulai- 
re (WEA) tel que purifie plus haut est chromatogra- 
phic sur cette colonne. Environ 30 mg de l'extrait 
dans du tampon Tris contenant 1% de detergent 
non ionique commercialise sous la denomination 

so Triton X-10O et 0,05 % de dodecyisulfate de so- 
dium (SDS) sont appliques sur la colonne. On rince 
avec du tampon TS. La matiere liee specifiquement 
est 6luee soit avec du NaCI 5M, soit avec de la 
glycine/HCI 0,2M, pH 2,8 et est immediatement 

55 neutralisee avec du Tris 1M. Apres elimination de 
Pagent dilution par dialyse contre du tampon TS a 
4°C, on verifie la purete de la proteine par 
electrophorese en gel d polyacrylamide. 
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La seule proline recuperee apres elution dans 
ces conditions particulieres a une masse moiaire 
voisine de 74 kDa et repres nte environ 27 a 31 % 
de Tactivite totale de liaison avec les glyco- 
proteines salivaires des proteines chromatogra- 
phies; c'est la proteine 74K SR. 

Obtention des anticorps monoclonaux specifiques 
des anfigenes associes a la paroi cellulaire. 

L'extrait d'antigenes associes a la paroi cellu- 
laire est obtenu comme decrit plus haut avec inac- 
tivation des proteases seion la methode de R. R. B. 
Russell et coll. decrite dans J. Gen. Microbiol. 129 . 
865-875 (1983). La fraction brute de proteines est 
chromatographiee sur une colonne d'acrylamide 
commercialisee sous la denomination Bio-Gel P6 
de ia societe Bio-Rad Laboratories (Richmond, Ca- 
lifomie, EUA), et ajustee a une concentration finale 
en proteines de 2 mg/mL 

Production d'hybridomes secretant des anticorps 

Des rats de souche Wistar sont immunises par 
voie intraperitoneale avec 50 ug de fraction 
proteique precipitee a Palun, deux fois, a 14 Jours 
d'intervalie. Sept mois plus tard, les rats regoivent 
un rappel de 100 jxg de WEA par voie intraveineu- 
se, dans de la solution saline tamponnee au phos- 
phate (PBS). Les cellules de rate sont recueillies 4 
jours plus tard et fusionnees avec des cellules 
myelomateuses de rats de souche Lou ne 
secretant pas de IR 983F [voir Particle de H. Bazin 
dans ProL BioL FIuids29, 615-658 (1982)1 dans un 
rapport cellulaire de 5 a 1. La solution de fusion est 
du poiyethyleneglycol 4000 de la Societe Merck - 
(Darmstadt, RFA) et on fait croltre la culture en 
presence de milieu nutritif de type Eagle modifie 
dans des puits de plaques de culture. Environ deux 
semanes apres la fusion, on recherche les anti- 
corps contre les antigenes WEA dans les puits 
ayant subi une croissance de cellules hybrides, par 
dosage radioimmunologique indirect en phase so- 
nde. Les clones positrfs sont reclones dans les 
conditions usueiles, au moins deux fois, pour as- 
surer la "monoclonicite" et, par transfert sur papier 
de nitrocellulose (technique dite de "Western 
Blot"), on selectionne les hybridomes produisant 
des anticorps diriges contre les proteines interagis- 
sant avec les glycoproteines salivaires. 

Production de liquide d'ascites et purification des 
anticorps 

Des cellules d'hybridome d'origine monoclona- 
le sont injectees par voie intraperitoneal a des 
rats hybrides (Wistar R/Lou C) Ft, le liquide d'asci- 
tes est recueilli et Pimmunoglobuline purifiee. 



Chaque anticorps monoclonal de type IgM est 
precipite a partir du liquide d'ascites ciarifie par 
dialyse contre du tampon Tris-HCI 0. 1M t pH 8 (48 
heures, 4°C). ^immunodiffusion radiale des suma- 

5 geants revele un elimination de 100% de Tanti- 
corps a partir de chaque ascite. La proteine est 
dissoute dans du PBS, pH 7,2, appliquee a une 
coionne de Bio-Gel A 5m (90 x 2,6 cm) de la 
Societe Bio-Rad Laboratories, et eluee avec du 

to tampon PBS. Le pic d'lgM est recueilli, ajuste a 
une concentration finale en proteines de 4 mg/ml et 
conserve a -80 °C. 

Exemple 2 

75 

Preparation du polysaccharide de serotype f (poly 
f) 

20 Ce polysaccharide est prepare seion la 
methode de Hamada et coll. decrite dans Molec. 
- Immunoi.20, 453 (1983) a partir de cellules de S. 
Mutans OMZ 175 lyophilisees. 

En resume, les cellules sont mises en sus- 

25 pension dans du PBS 7,4 et autoclavees pendant 
30 minutes a 120°C. Le surnageant est dialyse 
contre de Peau distiflee et chromatographie sur une 
colonne commerciaiisee sous la denomination 
DEAE Trisacryl M de la Society IBF (France), 

30 equilibree avec du tampon Tris/HCI 0,01 M (pH 
7,4). La matiere non-adsorbee est de nouveau ch- 
romatographiee sur une colonne de Bio-Gel P100 
de la Soci&e Bio-Rad et les fractions eluees dans 
le volume mart de la colonne, apres dialyse contre 

35 de Teau et lyophilisation, sont constituees du poly- 
saccharide de S. Mutans de serotype f ou poly f. 

Exemple 3 

40 

Couplage du poly f et de la proteine 74K SR : 
Obtention du conjugue" prefere seion I'invention 

Le conjugue est prepare par la methode de 
45 Sanderson et coll. decrite dans lmmunology,20, 
1061(1971). 20 mg de poly f sont oxydes par 4 ml 
de solution 0, 1M de periodate de sodium (pH 4,5) 
pendant 1 heure, a la temperature ambiante et 
dans Pobscurite. Le poly f oxyde est purifte par 
so elution a Peau sur une colonne de Bio-Gel P100 - 
(1,6 * 20 cm) et Iyophiiise\ Le poly f oxyde est 
ensuite couple a 6 mg d'antigene 74K SR purifie 
par animation reductrice avec du borohydrure de 
sodium, seion la methode de L Parikh et coll. 
55 decrite dans Methods in Enzymology, vol. XXXIV, - 
(Academic Press) p. 77-102 (1974). Apres 
elimination de Pexces de reactif par chromatogra- 
phie sur une coionne de Bio-Gel P6 (Bio-Rad), I 
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conjugue brut est applique sur une colonne de 
DEAE Trisacryl M (1,6 * 10 cm) equilibree avec du 
tampon Tri$/HCI 0,01 M (pH 7,4). Apres elimination 
du poly f non couple, le conjugue poly f-74K SR 
est elue avec du tampon Tris/HCI 0,01 M contenant 
du NaCI 1M. Cette fraction, apres dialyse centre du 
PBS, est encore debarrassee des proteines n'ayant 
pas reagi par chromatographie sur un immuno- 
adsorbant anti poly f. Le conjugue purifie est elue a 
partir de I'immuno-adsorbant au moyen de tampon 
acetate 0,1 M (pH 4,0) et est immediatement neu- 
tralise- par du tampon phosphate 1M (pH 7,4). 
Apres elimination de I'agent d'elution par chroma- 
tographie sur Bio-Gel P6, le conjugue purifie est 
concentre par lyophilisation. 

Sur la base des determinations des hexoses - 
[D..L Morris, Science 107, 254 (1948)] et de la 
concentration en proteines [O.K Lowry et coll, J. 
Biol. Chem.,193, 265 (1951)], on constate que le 
rapport moleculaire du poly f a la proteine 74K SR 
dans le conjugue est de 1 :0,8. 

Etude pharmacologique du conjugud poly f- 
proteine 74K SR 

L'efficacitS du conjugue poly f-prot£ine 74K SR 
comme antigfene a 6te comparee, au cours d'une 
experience sur le ratd'une part a I'immunogenicite 
du poly f seul et d'autre part a I'immunogenicite de 
la proteine 74K SR seule. 

Les resultats obtenus montrent que I'immunisa- 
tion des animaux par le conjugue conduit a une 
forte reponse immunitaire salivaire de type IgA, 
dirigee a la fois contre le poly f et la proteine, par 
opposition a ('absence de reponse immunitaire en 
IgA salivaires obtennue avec le polysaccharide 
seul. L'immunogenicite de la proteine couplee est 
en outre superieure a celle de la proteine seule. 

En conclusion, le couplage d'une adhesine de 
paroi d'un & Mutans a un polysaccharide de S. 
Mutans augmertte son antigenicite et conduit h une 
reponse immunitaire locale forte. 

De plus, ce couplage permet d'induire une 
"memoire Immunologique" contre deux types de 
r#cepteurs de surface tres importants dans la for- 
mation de la plaque dentaire, & savoir des 
adhesines de nature proteique d'une part, et des 
adhesines de type polysaccharidique d'autre part. 

Enfin, on a pu etablir, par la mise en Evidence 
d'une immogenicite croisee, que la proteine 74K 
SR est commune aux differents serotypes de & 
mutans ou au moins presente un epitope commun 
avec des proteines de surface des autres 
serotypes. En consequence, un. vaccin. utilisant un 
conjugue compr nant cette proteine est efficace 
contre des souches de & Mutans de differents 
serotypes. 



Exemple de preparation d'un vaccin selon I'inven- 
tion Liposomes contenant le conjugu£ selon I'in- 
vention en tant qu'antigene 

5 La preparation de ces liposomes peut etre ef- 

fectuee selon la methode de G. Gregoriadis decrite 
dans Biochem. J. 129, 123 (1971). En particulier, 
conformement aux indications de D. Wachsmann et 
coll. dans Immunology 54 (1), 189-194 (1985), le 

10 conjugue etant incorpore dans de petits liposomes 
unilameilaires composes de phosphatidylcholine, 
de cholesterol et d'acide phosphatidique (rapport 
molaire 7:2:1). 
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Revendications 

1 . Conjugue constitue d'une adhesine de paroi 
de Streptococcus mutans. de nature prot&que, ca- 
20 pable de Her les composants de la salive, ou d'une 
fraction active d'une telle proteine, couplee de 
fagon covalente a un polysaccharide de Strepto- 
coccus mutans . ou a une fraction d'un tel polysac- 
charide. 

25 2. Conjugue selon la revendication 1, ca- 
racterise en ce que la liaison covalente results de 
I'oxydation menag£e du polysaccharide suivre de 
Tamination reductrice par la proteine. 

3. Adhesine de paroi de S. mutans . de nature 
30 proteique utilisable dans la preparation du conju- 
gue selon la revendication 1 ou 2, caract^risee en 
ce que : 

-elle est constitute d'une chalhe simple polypepti- 
35 dique ayant un poids moleculaire de 74 000 en- 
viron; 

-elle est commune aux differents serotypes de 
Streptococcus mutans ou elle presente une 
40 antigenicite croisee ; et 

-elle est capable d'interagir avec les glycoprot^ines 
salivaires. 

4. Conjugue' selon le revendication 1 ou 2, 
45 catacterise en ce qu'il est essentiellement constitut 

de la proteine seion la revendication 3 et d'un 
polysaccharide provenant de preference du meme 
serotype de S. mutans. notamment du serotype f, 
et en particulier de ta meme souche de serotype f. 

so 5. ProcedS pour la preparation du conjugS se- 
lon la revendication 2 ou 4, caracterise en ce qu'il 
consiste essentiellement a effectuer la liaison cova- 
lente par oxydation menagee du polysaccharide, 
notamment par le periodate d sodium, suivie d'un 

ss couplage avec la proteine par animation reductrice 
en presence de borohydrure de sodium. 
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6. Precede pour la preparation de Padhesine 
de paroi selon la revendication 3, caracterise en ce 
qu'ii consists essentiellement a extrair des 
antigenes faruts assoctes a la paroi cellulaire de 
bacteries d r une souche de S. mutans de serotype f 
au moyen de tampon phosphate 0.5M, pH 6,0 et a 
purifier la proteine recherchee par chromatographie 
d'immunoaffinite au moyen d f un anticorps mono- 
clonal dirige contre les proteines interagissant avec 
les glycoproteines salivaires, en presence d'un 
detergent non ionique et de dodecyfsulfate de so- 
dium, avec elution par du tampon NaCI ou 
glycine/HCL 
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7. Utilisation du conjugue selon Tune des re- 
vendications 1, 2 ou 4 comme antigene. 

8. Composition a activite immunogene compre- 
nant, en tant que principe actif, au moins un conju- 
gue selon Tune des revendications 1 , 2 ou 4. 

9. Vaccin contre la carie dentaire comprenant 
comme principe actif au moins un conjugue selon 
I!une des revendications 1 , 2 ou 4. 

10. Vaccin selon la revendication 9, caracterise 
en ce qu'il se presente sous une forme galenique 
administrable par voie- orale, de preference en 
presence* d r un adjuvant tel que notamment le mu- 
ramyldipeptide ou de preference encore des lipo- 
somes. . 
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